







Establishment of Two Kinds of Tumor Cell Lines Derived from 
Epithelial Squamous Cell Carcinoma of the Maxilla
HIDEAKI IDEGUCHI MASATAKA KOMATSU HITOSHI SHIMADA
MSAHIKO KIGA HACHIRO YAJIMA and MINORU YAMAOKA
1）ePartment　of　Oral　and　Mexillofacial　Surgery　II，　Matsumoto　1）ental　Co〃④
　　　　　　　　　　　（Chief：PrOf　M．　Yamaoha）
Summary
　　Two　kind　of　cell　lines（H・1，　H・II）derived　from　epithelial　squamous　cell　carinoma　of　the
maxilla　were　established．　These　cell　lines　have　passed　though　more　than　46　trancfer
generations，　and　H・Iwas　histologically　differed　from　H・IL
　　H・Iwas　coposed　of　epitherial　cells　and　H・II　of　spindle－shaped　cells　similar　to
fibroblast．
　　The　doubling　time　of　H・Icell　and　H・II　cell　showed　21　hrs　and　18　hrs，　respectively．
　　The　colony－forming　ability　of　H・II　cell　was　higher　than　that　of　H・Ice11．
　　Heterotransplantation　of　cultured　H・II　cells　was　possible，　but　not　of　H・Icells．
　　We　concluded　that　these　cell　Iines　are　useful　for　further　research　in　oncology．
緒 言
　近年，癌細胞の増殖機構やそれに伴う分化・異
分化，ウィルスによる腫瘍発生のメカニズムなど
を究明するため人癌由来の株化細胞が数多く樹立
されている1）．
　今回，我々は上顎洞原発の扁平上皮癌組織より，
　本論文の要旨は，昭和59年5月，第38回日本口腔科学会総
会において発表された．（1986年7月16日受理）
2種類の細胞を株化した．1種類は継代培養にお
いて敷石状に増殖し，電子顕微鏡観察によりデス
モゾーム結合を示した．しかしながらヌードマウ
スへの移植により腫瘍形成を認めなかった．他の
1種類は紡錘形の形態を示す繊維芽細胞様で，
ヌードマウスに移植腫瘍を高率に形成するが，電
子顕微鏡観察でデスモゾームは認められなかっ
た．
　同一の腫瘍組織より形質を異にする2種の株化
細胞を分離することば非常にまれであり腫瘍発生
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を考える上で興味深い．これら細胞の性質を明ら
かにするとともにその由来についても若干の考察
を加え報告する．
材料と方法
扁平上皮癌組織より分離した2種類の株化細胞
1．細胞培養法および培養液
　癌細胞の初代培養は左側上顎洞原発扁平上皮癌
と診断された患老（63歳，男性）の上顎骨摘出材
料を用い，すでに小松2）らが報告したK－44細胞の
初代培養法に準じて行われた．すなわち，腫瘍組
織を採取後ただちにペニシリンGとストレプト
マイシンをそれぞれ50μg／mlと50μg／m1の濃度
で含むイーグルの最少必須培養液（MEM）で3回
洗浄し，勇刀にて細切した．小組織片をペトリ皿
に4℃，30分間静置した後に，MEMに20％仔牛血
清と2mML一グルタミンを加えた増殖培養液を
静かに添加し，37℃，5％炭酸ガス培養装置
（Scientic　Inc．，U．　S．　A．）中で培養した．1週間
に1回の割合で培養液の交換を行い，増殖したコ
ロニーを最終濃度0．08％トリプシンおよび0．15％
エチレンジアミン四酢酸ナトリウム（EDTA）を
含む，Ca＋，　Mg＋脱リソ酸緩衝液（PBS（一））（以下
EDTA一トリプシンと略す）により処理し，細胞を
分離した．その後，2×105個／m1となる様細胞浮
澱を調製し，その15mlを100㎜径プラスチッ
ク皿に入れ培養した．なお細胞浮遊液の調製に際
して生細胞数はニグロシン排除テスト3）により算
定した．細胞の保存は，通法どうりdimethyl　sul・
phoxide（DMSO）を10％混入したイーグルの
MEM培地中に約1×105個の割合で浮遊させ，無
菌的にアンプル封入一80℃凍結保存した．
2．細胞の成長曲線の測定
細胞をそれぞれ2×105個，55㎜径プラス
チックペトリ皿にまき，経日的に細胞を測定し成
長曲線を作図した．
3．軟寒天中コロニー形成法
　増殖培養液に寒天を最終濃度0．5％の割合に含
む寒天培養液を55mm径プラスチックペトリ皿
に5ml入れ硬化させた．ついで同じ増殖培養液
に寒天を最終濃度0．33％の割合に含む寒天培養液
を調製し，その2m1中に1×103および1×IO4個
の単離した細胞を混入し，すでに硬化している寒
天培地上にそれぞれ重層した．5％炭酸ガス培養
装置内で37℃，30日間培養した後，形成されたコ
ロニー 狽�ｰ微鏡下で算定した．
4．培養細胞の染色体分析法
　染色体標本は，Rothfelsの方法4｝に準じて作成
した、すなわち，細胞を増殖培養液に1×105個／
mlの割合に浮遊させ，その5mlをカバーグラス
をいれた55mm径プラスチックペトリ皿に入れ，
3日間培養した．その後，最終濃度1×10－6Mの
コルヒチンを含むMEMで37℃，2時間処理し，
次いで0．7％から0．2％の濃度の塩化ナトリウム水
容液で順次低張処理を行った．細胞の固定はカル
ノア固定液を使用し，100倍希釈液で1分間，10倍
希釈液で1分間，原液で20分間行った．固定後，
火炎にてすみやかに乾燥した．試料はギムザ液染
色を施し，油浸レンズを用いて1，000倍で鏡検およ
び写真撮影を行い，染色体数を算定した．
5．ヌードマウスへの移植
　Specific　pathogen　free（SPF）の条件下で滅菌
飼料（オリエンタル酵母社製，放射線滅菌飼料）
と滅菌水をあたえて飼育したヌードマウス
（BalB／c　nu／nu，日本クレア）に1×107個の細胞
を背部皮下に接種し，同部における腫瘍形成を観
察した．
6．電子顕微鏡試料作成法
　電子顕微鏡試料は，100mm径ベトリ皿に密に
増殖した単層培養細胞を．0．2Mリン酸緩衝液
（pH7．4）にて最終濃度2．5％に調製したグルター
ルアルデヒド（Taab，　England）溶液で，4℃，
1時間固定した．同緩衝液で数回洗浄後，ラバー
ポリスマンにてペトリ皿表面より細胞を剥がし，
緩衝液中に集めた．
　この細胞浮遊液を遠心管にとり800xgで10分
間遠沈した．細胞沈査は，さらに0．04M酢酸ベロ
ナール緩衝液（pH7．4）にて最終濃度1％に調製し
た四酸化オスミウム液（Poly．　Science，　U．　S．　A．）
で4℃，1時間後固定した．細胞沈査はエタノー
ル脱水後n－buthyl－glysidyl－ether（QY－1応研商
事社製）にて置換し，Luft法に準じてエポン包埋
を行った．
　腫瘍組織片試料の作成は，培養細胞と同様に
行ったがグルタールアルデヒド固定を同濃度で
4℃，2時間，四酸化オスミウム酸固定を終濃度
2％の溶液で4℃，2時間行った．作製した包埋
ブロックはLKB－8800ウルトラトームで200A
～500Aの超薄切片とした後，酢酸ウラニルと佐藤
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の鉛染色液5）による二重染色を施し，JEM－100B
型電子顕微鏡（日本電子社製）にて観察，写真撮
影を行った．
結 果
1．扁平上皮癌組織から細胞の分離
　初代培養細胞は上顎洞原発の未分化扁平上皮癌
より得た．原発腫瘍の組織像は写真1に示す如く，
細胞，核ともに異型性が強く，随所に核分裂像が
みられ，角質球などの分化像の少ない未分化扁平
上皮癌であった．電子顕微鏡所見は写真2に示す
ように核は不整形で細胞質の大部分をしめ，核は
核膜の輪郭が不規則でクロマチンの配列が不整で
あった．細胞間の接着様式はデスモゾーム結合を
示した．
　この組織を無菌的に取り出し，初代培養を行っ
221
た．培養初期の細胞形態は紡錘形を呈し盛んな増
殖を示した．一担凍結保存した後，細胞を再度培
養したところ，敷石状に配列する上皮様細胞と紡
錘形を示す細胞の各々のコロニーが出現した．両
コロニーをEDTA一トリプシン処理することに
よって分離，培養した．両細胞はそれぞれの形態
を保って増殖し，継代50代を越えた時点で上皮様
形態を示すものをH－1細胞（写真3），繊維芽細胞
様のものをH－II細胞（写真4）と命名した．
2．H－1およびH－II細胞の生物学的性状
　H－1，H－II細胞はともに生着率が高く，図1A，
Bに示すような成長曲線をしめした．また倍加時
間はH－1細胞が約21時間，H－II細胞が約18時間
であった，
　次に，軟寒天中コロニー形成能は，H－1細胞が
1×103個の播種で12．8％，1×104個で20．3％で
写真2：原発腫瘍の電子顕微鏡像（倍率5、OOO倍）
写真1：原発腫瘍の光学顕微鏡像（倍率100倍）
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平均16．5％であった．H－II細胞は，1×103個の播
種で29、0％，1×104個で44．7％で平均36．8％とと
もに高率にコロニーを形成した（表一1）．わずか
ながらH－IIが高率で細胞播種数に比例して増加
した．なお用いた細胞はH－1細胞が49代，H－II細
胞が46代であった．
　染色体数の計測は，図2A，　Bに示すようにH
－1細胞が染色体数55～60にピークを示し，モード
は61であった．また，H－II細胞は45～50にピーク
を示し，モードは44であった．両細胞とも特徴的
表1：軟寒天中コPtニー形成能
細　胞　播種細胞数　コロニー数　コロニー形成牽
　　　　1×103個　　121，134
H－1　　　　1×104個　1912，2138
　　　　1×103個　　293，286
H－II
　　　　1×IO4個　4619，4321
12．8％
20．3％
29．0％
44．7％
な核型異常は認められなかった．
　H－1細胞は多角形を呈し，核が大きく細胞質内
にはクリステの不正なミトコンドリアが多数存在
しており，ライソゾームも散見された．また，細
胞間の接着様式はプレデスモゾームが観察され
た．H－II細胞は細長く，核も同様に細胞の中心か
ら細長く存在していた．細胞内小器官は小円形の
ミトコソドリアが多く，細胞質内にはフリーのリ
ボゾームが散在していた．
　動物への移植腫瘍の形成は，H－1細胞にはみら
れずH－II細胞のみにみられた．　H－II細胞を1×
107個ヌードマウスの背部皮下に接種すると約2
週間後に3×5mmの腫瘍が形成され，暫時増大
した．
　腫瘍の組織像は，写真7に示すように核は細胞
質に比較して大きく，核内に2，3個の核小体を
　実験に使用した細胞はH－1細胞が49代目，H－II
細胞が46代目のものを用い，30日間の培養後コPニー
数を算定した．
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写真3：H－一　1細胞の培養顕微鏡像（倍率100倍） 写真4 H－II細胞の培養顕微鏡像（倍率100倍）
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有し，核分裂像も散見された．電子顕微鏡所見で
は細胞内小器官の発達が著明であると同時に核も
大きく細胞質内の大部分をしめ核小体もみられ
た．また細胞外には矢印で示すようなプレコラー
ゲンの線維も観察された．細胞間の接着様式にデ
スモゾームは観察されなかった（写真8）．
考 察
　腫瘍由来の株化細胞を同定する条件として植竹
ら6）の示した，（1）正常細胞と異なり，老化ぜず無限
に増殖しつづける．②形態が変わる（トランス
フォーメーション）．（3）細胞を単離化したとき生着
率が高い．（4）細胞表面性状の変化として，（／）正常
細胞より陰性荷電が高い．（ロ）正常細胞より付着性
が低い．◎免疫学的に正常細胞と異なる．（5）接触
阻止がかからない．（6）軟寒天中でコロニーをつく
る．⑦動物への移植によって腫瘍を形成する，が
ある．今回，分離できたH－1，H－IIの両細胞につ
いて，この条件を照らしてみるとH－1細胞は，
ヌードマウスへの移植により腫瘍の形成はみられ
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なかったものの，軟寒天でのコロニー形成能が
16．5％と高く，その増殖能は継代数70代をこえて
もなお旺盛であることから株化したものと考え
た．H－II細胞は，高いコロニー形成率に加え，移
植動物に対しても高い造腫瘍性を示し，明らかに
株化細胞と考えられた．
　さて，今回得られた2種の株化細胞はともに同
一の腫瘍組織，すなわち，未分化扁平上皮癌より
分離株化されたにもかかわらず，H－1細胞は上皮
様，H－II細胞は繊維芽細胞様とその形態が異なっ
た．この点に関して両細胞の電子顕微鏡所見，移
植腫瘍の組織像を検討すると，H－1細胞は細胞間
結合がデスモゾームで行われており，原発腫瘍由
来の上皮系株化細胞と考えられた．また，H－II細
胞は電顕所見でデスモゾームを認めず，移植腫瘍
も間葉系未分化腫瘍であったこどから間葉系株化
細胞と考えられた．H－II細胞の由来については細
胞培養中に混在した繊維芽細胞がトランスフォー
ムしたものと考えられる．細胞の培養中における
トランスフォームに関してはGey7）が細胞の起源
忽〔
写真5：H－1細胞の電子顕微鏡像（倍率8，000倍）
ぼぷ
〆
写真6：H－II細胞の電子顕微鏡像（倍率8，000倍）
写真7：ヌードマウス腫蕩の光学顕微鏡像（倍率
　　　100倍）
写真8：H－II細胞によりヌードマウスに形成さ
　　　れた腫瘍の電子顕微鏡像：△印はプレコ
　　　　ラーゲンを示す．（倍率8，000倍）
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や培養条件などの種々の因子により異なるがラッ
トの繊維芽細胞を長期間培養することにより自然
に肉腫化することを報告している．また，このよ
うなトランスフォーメーションは，正常組織の細
胞に比べ放射線療法を受けた組織の細胞にはおこ
りやすいと考えられる．細胞種は異なるが菱田8｝
は放射線照射を受けた正常唾液腺の細胞が発癌の
イニシエーションの段階にあり，造腫瘍性株化細
胞を高率に分離できることを示している．H－II細
胞を分離した原発巣も放射線照射3000radの処
置を受けており，これによるイニシエーションが
すでに働いていた可能性も強く示唆される．
　さらに，癌組織内あるいはそれをとりかこむ間
葉組織内の細胞は他の部に比較してトランス
フォーメーションがおこりやすいと思われる．そ
れは，化学発癌剤DMBAを動物に作用させた場
合，上皮部には癌腫が間葉織には肉腫が同一個体
に発生することや9’1°），例数は少ないが臨床的に癌
腫治療後に発生する肉腫や同一部位における癌
腫，肉腫の重複癌の例11・12）からも類推される．
　H－II細胞を分離した発生機序については，以上
のようなことが推測される．今後，H－1およびH
－II細胞は，癌と周囲組織の関連性の研究や癌の治
療法，再発の検討にも有用な細胞となりうると考
える．
結 語
　上顎洞原発の未分化扁平上皮癌組織より初代培
養を行い，以下の性質をもつ上皮系と間葉系の2
種類の腫瘍株化細胞（H－1，H－II）を得た．
1．H－1，　H－IIともに生着率が高く，培加時間は
前者が21時間，後者が18時間程であった．
2．軟寒天中コロニー形成率は1×103個と1×
104個の揺種の平均でH－1細胞が16．5％，H－II細
胞が36．8％であった．
3．染色体分析では，両細胞とも特徴的な染色体
異常を認めず，そのモードはH－1細胞が61でH
－II細胞が44であった．
4．移植腫瘍Q形成はH－1細胞では認められず，
H－II細胞が1×107個の接種でヌードマウスに腫
瘍を形成した．
5．両細胞の電子顕微鏡所見より，H－1細胞には
デスモゾームが認められ，H－II細胞には認められ
なかった．
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